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 モデルコラゲナーゼとして matrix metalloproteinase-13 (MMP-13; ヒトコラゲナーゼ
-III)を、基質として N 末端をアセチル化した合成ペプチド(Ac-GPQGIAGQ)を使用した。
本測定法の原理を Fig. 1 (a)に示す。基質の配列には、コラゲナーゼによるコラーゲン
の切断部位(Gly-Ile)が含まれており、コラゲナーゼによって切断されると N 末端未修
















Fig. 1. (a) Protocol for human collagenase assay using an acetyl-peptide substrate and DHB 
fluorescence (FL)-reagent; (b) Calibration curve of MMP-13 with acetyl-peptide substrate. 
  
  様々な濃度の MMP-13 と 1.5 mM Ac-GPQGIAGQ を 10 mM CaCl2を含む 125 mM 
borate buffer (pH 7.5)中、37˚C, 3 時間反応させたのち(total 40 μL)、250 mM borate buffer 
(pH 7.5) 20 μL, 2.5 mM DHB 20 μL, 2.5 mM NaIO4 20 μL を加え 100˚C, 5 分間加熱した。
氷冷後、蛍光強度(Ex=385 nm, Em = 500 nm)を測定したところ、Fig. 1 (b)に示すように、
MMP-13 濃度と蛍光強度の間に良好な比例関係が得られた。このとき、基質を加えな
い場合では、蛍光は観察されなかった。これらの結果は、本法によって、MMP-13 が
測定できることを示しており、MMP-13 の検出限界は 25 nM (S/N=3)であった。 
 
 
3,4-Dihydroxyphenylacetic acid とコラーゲンを用いたコラゲナーゼ活性測定法 
 MMP の 1 つであるコラゲナーゼは、コラーゲン中の Gly-Ile/Leu の Gly の C 末側を
切断し、3/4 と 1/4 のコラーゲン断片を生成する。そこで、コラゲナーゼとコラーゲ
ンを反応させたのち、分解したコラーゲン断片と未消化のコラーゲンをエタノール抽
出によって分離し、コラーゲン断片を定量することでコラゲナーゼ活性が測定できる
か調べた。本測定法の原理を Fig. 2 (a)に示す。酵素反応後のコラーゲン断片を、微生
物由来コラゲナーゼによって、多数の N 末端 Gly 含有ペプチドにさらに分解した。こ
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Fig. 2. (a) Protocol for a spectrofluorometric assay of human collagenase activity using 
collagen substrate; (b) degradation of different collagen substrate during the enzymatic 
reaction with human collagenase. 
 
 
 ヒトコラーゲン-I, -IV およびウシコラーゲン-II を基質として、MMP-13(ヒトコラゲ
ナーゼ-III)と酵素反応させたところ、MMP-13 はヒトコラーゲン-IV を最も選択的に分
解した(Fig. 2 (b))。最適化した反応条件下、ヒトコラーゲン-IV は、MMP-13 によって
時間とともに分解され(Fig. 3 (a))、さらに、33-185 nM の濃度範囲において、MMP-13
の濃度と蛍光強度の間に良好な比例関係が得られた。このときの MMP-13 の検出限界
は 85 nM (S/N=3)であった。 














Fig. 3. (a) Kinetics of the enzymatic degradation of 1.65 μM collagen IV by 92.5 nM 


























Fig. 4. Collagenase activity from biological specimen. 
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